HECT型ユビキチンリガーゼによるCFTR分解機構の解析と形質膜タンパク質品質管理におけるプロテアソームの機能解析 by 大西 裕子
2016 年度	 修士論文要旨 
 




生命科学専攻	 沖米田研究室	 大西裕子 
 
【研究目的】嚢胞性線維症 (Cystic Fibrosis: CF) は，白色人種に多い難治性の劣性遺伝性疾患である．形
質膜の塩素イオンチャネルである CFTR 変異体 (ΔF508 CFTR) は異常タンパク質としてユビキチン化を
受け，小胞体および形質膜品質管理機構によって分解される．その結果，ΔF508 CFTR は形質膜に発現
せず，CF を発症する．本研究室の先行研究において，網羅的 siRNA スクリーニングにより ΔF508 CFTR
の膜発現を阻害する HECT 型 E3 リガーゼ (HECT-E3) が同定された．そこで本研究では，ΔF508 CFTR
分解における HECT-E3 の機能解析を研究目的とした(①). 形質膜に発現した ΔF508 CFTR はユビキチン
化を受け，エンドサイトーシスされた後にリソソーム分解を受ける．一方，小胞体の ΔF508 CFTR はユ
ビキチン化され，プロテアソームにより分解されるが，プロテアソーム阻害は ΔF508 CFTR のエンドサ
イトーシスを阻害する．しかしながら，その分子機構は未解明である．そこで，プロテアソーム阻害に
よる ΔF508 CFTR エンドサイトーシス阻害機構の解明を第二の目的とした (②)． 
 
【実験方法】 HECT-E3 が ΔF508 CFTR の分解を促進するか調べるために，HECT-E3 及び∆F508 CFTR
を COS7 細胞に一過性に発現させ，Western blotting により発現量を定量した．また, siRNA を用いた
HECT-E3 のノックダウン(KD)条件における∆F508 CFTR の細胞内発現量及び形質膜発現量を, HRP assay, 
ELISA 法により解析した. HECT-E3 が∆F508 CFTR の不安定化を促進するか調べるために, シクロへキシ
ミドチェイス実験及びHRP assayを行った. ∆F508 CFTRのユビキチン化におけるHECT-E3の影響を調べ
るため, Pull Down 法を行った. HECT-E3 による∆F508 CFTR の分解にプロテアソームシャトルタンパク
質である UBQLN が関与するか調べる為, ウェスタンブロット及び HRP assay を行った. ∆F508 CFTR と
UBQLN2 との結合に HECT-E3 が重要であるか調べる為，HECT-E3 変異体を用いたプルダウン法を行っ
た. HECT-E3 の ΔF508 CFTR 分解機構における他の E3 リガーゼの関連性を調べるため、トリプル KD を
行い∆F508 CFTR の細胞内発現量, 形質膜発現量, チャネル活性, ユビキチン化量を測定した. ②ΔF508 
CFTR 安定高発現 HeLa 細胞にプロテアソーム阻害剤を処理し，ΔF508 CFTR エンドサイトーシスへの影
響を免疫蛍光染色法により解析した．プロテアソーム阻害剤が非特異的にエンドサイトーシスを阻害す
るかを調べるため，モデル積荷タンパク質として TfR を蛍光標識し，免疫蛍光染色法により解析した．
また，プロテアソーム阻害による形質膜 ΔF508 CFTR のユビキチン化阻害の可能性検証のため, ショ糖
密度勾配法により形質膜の ΔF508 CFTR を単離し, Pull Down 法, 及び ELISA 法によりユビキチン化量を
解析した. 
 
【実験結果と考察】①HECT-E3 の発現量を増加させると ΔF508 CFTR の発現量は減少した. また, 
HECT-E3 の KD は∆F508 CFTR の細胞内発現量, 形質膜発現量共に増加させた. ∆F508 CFTR の安定性の
解析により, HECT-E3 は∆F508 CFTR の小胞体品質管理に働くが, 形質膜品質管理には関与しない事が示
唆された. Pull Down 法により, HECT-E3 が∆F508 CFTR のユビキチン化, 特に K48 型ポリユビキチン化を
促進する事が示唆された. ウェスタンブロットより, UBQLN２は ∆F508 CFTR の分解を促進している事
が示唆された. さらに HECT-E3 は UBQLN2 と∆F508 CFTR の結合に重要である事が Pull Down 法により
示唆された. siRNA によるトリプル KD は, HECT-E3 のシングル KD と比較し, ∆F508 CFTR の発現量を増
加させた. この事から, HECT-E3 は既知の E3 リガーゼと異なる経路で ΔF508 CFTR を分解に導いている
可能性が示唆された. また, HECT-E3 は CFTR corrector (VX809)の効果を増強し, チャネル活性を向上さ
せる事が明らかになった.	 さらに E3 リガーゼのトリプル KD は∆F508 CFTR の K48 型ポリユビキチン
化レベルを減少させる事が明らかになった. 従って, HECT-E3はRMA1, RNF185とは異なる経路で∆F508 
CFTR の K48 ポリユビキチン化を促進している事が示唆された. さらに HECT-E3 は UBQLN2 と共役す
ることで, 効率よく∆F508 CFTR をプロテアソーム分解に導いている事が示唆された. ②プロテアソーム
阻害により ΔF508 CFTR は形質膜に蓄積したが，TfR はエンドサイトーシスされた．従って，プロテア
ソーム阻害は形質膜に存在する ΔF508 CFTR のユビキチン化を阻害した結果，エンドサイトーシスを阻
害する可能性が考えられた．Pull Down 法, ELISA 法の結果, プロテアソーム阻害により形質膜に蓄積し
た∆F508 CFTR はユビキチン化されており, 特に K48 ユビキチン化が増加した.  
